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研究成果
生体 内の器官を形成する様々 な細胞は ､ 圧 ､ 伸長な どの さまざま
な機械的なス トレス を受けて い る｡ こう したス トレス は生理的な範
囲にあ っ て は生体の恒常性の維持に必要で ある と考えられるが､ 生
理的範囲を超えた場合には疾病の原因となりうる ｡ また最近 では発
生過程 におい て も機械的刺激が器官形成に必要またはそれ自体が信
号 となりうると考えられて い る｡ しかし, 細菌において は機械的刺
激受容体としてイ オンチャ ンネルがクロ ー ニ ン グされて い るもの の ､
真核細胞におい て は機械的刺激受容体は存在すると考えられて い る
もの の本体は明らか にされて はい ない ｡ また､ 機械的刺激に対する
細胞応答に関して は今まであまり注目されてい なか っ た こ ともあり,
サイ トカイ ンなどの細胞内シグナル伝達の研究等に比較する と未知
の部分が多く残されて い る｡ そ こで我々 は伸長刺激で特異的に発現
するような遺伝子をクロ ー ニ ングし ､ こ の遺伝子の 詳細な解析をす
すめ る こと で , 機械的刺激に対する細胞応答を明らかに して いくこ
とを計画した｡
実験に用いたの は骨芽細胞系細胞株 M C 3T3E.1 である｡ 培養に際
して は､ 特殊な培養装置を用 い ､ 一 群 には伸張刺激を付与し ､ 他群
には刺激を与えずに培養した｡ 培養は4 8時間行い ､ 伸長刺激は 1
5 % で､ 6秒に 一 度 の割合で刺激を加えた｡ こ の 2群の 各々 の細胞
から得た R N Aに対 し DIF F E R E N TIA L DISPL A Y法を用い ､ 伸張
刺激特異的に発現 して くる ような遺伝子の 断片をク ロ ー ニ ン グした｡
2
DIF F E R E N Tn DIS PI A Y法では擬陽性 (false po sitive) である
こ とも多く ､ RNA プ ロ ッ トにて 明らか に2群で差の見 られた遺伝
子は 1遺伝子の みで あ っ た｡ D IF F E R E N Tn D IS P L A Y法で得ら
れた遺伝子断片は 2 0 0 ベー ス ペ アの大 きさ であ っ たが , R N Aプ
ロ ッ トにて この遺伝子の大きさは 7.0 キ ロ ベ ー ス ペ ア で ある ことが
わか っ た｡ また､ マ ウス で は心 , 骨格筋､ 肺 ､ 脳などの組織で この
遺伝子 の発現がみ られる ことがわか っ た｡ そ の後 この遺伝子片をプ
ロ ー ブと し､ 骨格筋の cDN Aライ ブラリ ー をス クリ ー ニ ングし､ 得
られた遺伝子の塩基配列を下流から 2.5 キ ロ ベ ー ス ペ ア の長さ まで
決定 した. デ ー タ ベ ー ス との 間でホモ ロ ジ ー 検索をしたと ころ ､ こ
の遺伝子は7 回細胞膜を貫通する膜型の レセ プタ ー 遺伝子 フ ァ ミリ
ー に属する新規遺伝子で ある こ とがわか っ た｡ 光受容体 である ロ ド
プシ ンも こ の フ ァ ミリ ー に属 して い る こと､ ロ ドプシン には物質と
して のリガンドが存在しない こと ､ は機械的刺激受容体 とロ ドプシ
ンの 共通性 である｡ この フ ァミリ ー の遺伝子の なか に機械的刺激受
容体が存在する可能性があると考えられた｡
我々 は こ の 遺伝 子 を K E A KI(Kinetic s ev oked and kin etics
indu c ed gene) と名付けた｡ 培養系で K E Y A KI遺伝子は機械的
刺激 (伸長刺激) の有無 によ っ て発現 に差が見られたわ けだが､ つ
い で生体内で この遺伝子の発現量が伸張刺激に応じて変化するかど
うか を調 べ た｡ 機械的刺激 の大きさと発現量に関係がある とすると ,
本来の目的とは離れて しまうが､ 遺伝子の発現量を調 べ る こ とで局
所 にお い て細胞にどの程度の機械的刺激が加わ っ て い るか を知るた
めの分子的マ ー カ ー と し て利用できる可能性がある と思われたから
で ある ｡ そ こ で我々 はウサギの アキ レス 睡を切断し､ 1) 切断直後
で細胞 に伸張刺激が加わらない 状態､ 2) 切断後4週に て アキレス
騰が修復した場合を伸張刺激が再び加わるようにな っ た状態､ 3)
切断前で生理的な刺激が加わ っ て い る場合の 3 つ の条件で 筋組織､
臆組織から R N A抽出し､ R T- P C Rにて KE Y A KI の半定量を行 っ
た｡ その 結果 ､ 筋組織では発現量に変化が見られなか っ たが ､ 臆 に
おい て は切断により発現が増加し, そ の後低下するという vitro の
結果 とは逆の結果とな っ た｡ 筋組織で発現量に変化がなか っ たのは､
モデルと して アキ レス 睡を切断したわけだが ､ 神経切断では ない の
で筋組織で は筋を収縮させ る ことが可能で あ っ たこ とが考 えられた｡
また臆 にお い て 予想と逆の 結果が でた こ とに関 して は , 培養で は
K E Y A KI遺伝子をクロ ー ニ ングするために 15%の伸長刺激を選択
したわけだが ､ 生体内で細胞自体 に1 5%もの伸長が加わる ことは
実際にはなく, 刺激の大きさが生理的範囲を超えて いた こ と ､ ある
い はin viv oと in vitr oの違いによる未知の要素の差によ っ て生じ
て い るもの とも考えられた｡
現在はさらに上流にむ け遺伝子配列を決定する研究をすすめて い
る ｡ さらにはプロ モ ー タ解析を今後すすめる予定 であり ､ これによ
り機械的刺激に応答するため に必要な染色体上の エ レメ ン トを明ら
か にする計画で ある｡
